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fermentation media (0.5 M H PO , 6.8 mM CaSO , 104.5 mM K SO , 60.5 mM MgSO .7H O, 73.6 mM KOH, pH 5.0 using
NH OH) containing 4% glycerol and 4.35 mL per L PTM  (PTM 24 mM CuSO .5H O, 534 μM NaI, 17.7 mM MnSO .H O, 827 μM
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Pulverized yeast was resuspended in extraction buffer (50 mM HEPES, 300 mM NaCl, 10% glycerol, 10 mM β­ME, 2 mM TCEP, 1
mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 × SIGMAFAST protease inhibitor cocktail; pH 7.5 at 4°C) at 1 g pulverized yeast per 3 mL of extraction
buffer. After 60 min continuous stirring at 4°C, the crude lysate was centrifuged at 10,000 × g for 20 min at 4°C. The pellets were
discarded and the supernatant centrifuged at 150,000 × g for 90 min at 4°C. The supernatants were discarded and the pellets
containing the microsomes were resuspended in membrane wash buffer (50 mM HEPES, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 10 mM β­
ME, 2 mM TCEP, 1 mM PMSF, 1 × SIGMAFAST protease inhibitor cocktail; pH 7.5 at 4°C) and re­centrifuged at 150,000 × g for 90
min at 4°C. The pellets containing the microsomes were stored at −80°C.
Detergent solubilisation of STRA6­GFP
Microsomes were resuspended in 50 mM HEPES, 300 mM NaCl, 10% glycerol, 10 mM β­ME, 1 mM PMSF and 1 × protease
inhibitor cocktail; pH 7.5 [39]. The resuspended microsomes were then passed 3 times through a 23­gauge needle. An equal
volume of solubilisation buffer (the above resuspension buffer containing twice the desired final concentration of detergent) was
added to the resuspended microsomes and incubated overnight at 4°C with mixing. For the initial detergent screen, the final
concentrations of detergents used for solubilisation were DDM (1%), LDAO (4.6%), DM (0.48%), FC­12 (0.7%), C12E9 (1%) and
DDM: CHS (1%: 0.2%) [31]. For large­scale purification, 0.1 g of C12E9 per gram of original cell pellet was used to solubilize
STRA6­GFP. Insoluble material was removed by centrifugation at 60,000 × g for 40 min at 4°C.
Ni­NTA purification of STRA6­GFP
Solubilized membranes were supplemented with imidazole (final concentration 70 mM) and transferred to Ni­NTA (2.0 mL resin per
30 g of cells) that had been washed with dH 0 and pre­equilibrated for 40 min with Ni­NTA wash buffer (20 mM HEPES, 300 mM
NaCl, 10% glycerol, 10 mM β­ME, 70 mM imidazole; pH 7.5) containing the appropriate detergent at the following final
concentrations: DDM (0.05%), LDAO (0.28%), DM (0.19%), FC­12 (0.14%), C12E9 (0.05%) and DDM: CHS (0.05%: 0.01%).
Solubilized membranes were incubated with Ni­NTA for 2 h at 4°C. The resin with bound STRA6­GFP was transferred to a column
and washed with 30 CV of Ni­NTA wash buffer, 10 CV of high­salt Ni­NTA wash buffer (Ni­NTA wash buffer containing a further 300
mM NaCl) and a further 10 CV of Ni­NTA wash buffer. STRA6­GFP was eluted from the column with Ni­NTA elution buffer (as Ni­
NTA wash buffer containing 250 mM imidazole, pH 7.5 at RT) in 0.5 CV fractions with 5 min between each elution.
Fluorescence­detection size­exclusion chromatography (FSEC)
The “peak” fraction from the Ni­NTA eluate containing the majority of STRA6­GFP was identified using a blue light transilluminator
(Clare Chemical Research) and centrifuged at 17,000 × g for 5 min at 4°C to remove particulate matter. The supernatant was
removed and injected on either a Superose 6 or Superdex 200, 10/300 GL column (GE Healthcare) that had been pre­equilibrated
with column buffer (as Ni­NTA wash buffer but without imidazole and reduced (4 mM) β­ME. The flow­rate of the column was
maintained at 0.3 mL min  using an Äkta Purifier 100 system (Amersham Biosciences). Fractions were collected and subsequently
analysed for fluorescence using a POLARstar Omega microplate reader (BMG labtech).
Mass spectrometry
To confirm the identity of the isolated protein, peptide mass fingerprints were determined by mass spectroscopy. The in­gel
digestion protocol of Shevchenko et al. (2006) was employed [47]. Briefly, the band was excised, cubed into 1 × 1 mm pieces and
destained with 50 mM NH HCO  containing 50% acetonitrile for 30 min with occasional vortexing. An aliquot of 500 μL acetonitrile
was added and incubated at room temperature with occasional vortexing until the gel pieces had become white and shrunk. The
solution was then removed and replaced with 50 μL freshly­prepared trypsinization buffer (13 ng/μL trypsin in 10 mM NH HCO
containing 10% acetonitrile). Gel pieces were left on ice for 30 min and a further 10–20 μL aliquot of trypsinization buffer was added
to cover the gel pieces where necessary. The gel pieces were left on ice for another 90 min to saturate them with trypsin and
supplemented with 10–20 μL bicarbonate buffer (10 mM NH HCO  containing 10% acetonitrile) to keep them wet during enzymatic
cleavage. Samples were then incubated at 37°C overnight. To extract the peptides from the gel pieces, aliquots of 180 μL extraction
buffer (1:2 (v/v) 5% formic acid/acetonitrile) were added to each tube and incubated in a shaker at 600 RPM for 15 min at 37°C.
The buffer was removed to a fresh Eppendorf and dried in a vacuum centrifuge. The peptides were then resuspended in 25 μL
0.1% formic acid by pipetting. For LC MS/MS analysis, the solution was filtered through a Spin­X 0.22 μm cellulose acetate
centrifuge tube filter (Corning) at 12,000 × g for 5 min prior to injection.
Identification of peptides was performed with a Model 6340 Ion Trap LC/MS (Agilent Technologies, Dublin, Ireland). Proteins were
identified from their peptide sequences, searching on the National Center for Biotechnology Information (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) non­redundant database. This database was interrogated using the MASCOT search engine
(http://www.matrixscience.com; Matrix Science, London, UK). The search was performed against “All entries” in the taxonomic
category, with carboxymethylated cysteines and oxidized methionines selected as fixed and variable modifications, respectively.
Peptide tolerance was set to 1.2 Da and MS/MS tolerance was set to 0.6 Da.
Expression and purification of His­RBP
The cloning and transformation of Pichia pastoris with His­RBP has been described previously [29]. After induction of RBP
expression in the fermentor, the culture was centrifuged at 10,000 × g for 10 min and the supernatant collected. The supernatant
was then incubated with Ni­NTA resin and His­RBP was purified as described previously [29]. The amount of His­RBP protein
purified from a 6­L fermentor culture was approximately 1 g. Holo­RBP was prepared by incubation with an ethanolic solution of
retinol for 10 min at 37°C to give a slight molar excess (approximately 1.1×) of retinol relative to RBP [29,44]. DyLight 594­
conjugated RBP was prepared by mixing His­RBP with amine­reactive DyLight 594 dye according to manufacturer’s instructions.
Unreacted fluor was removed from DyLight 594­conjugated RBP by size exclusion chromatography through a column of Sephadex
G­25 (0.4 cm × 42 cm; medium grade; Sigma) that had been equilibrated with PBS.
Confocal microscopy
Cells transformed with either empty vector or STRA6­GFP that had been induced for 48 h were harvested by centrifugation (700 ×
g for 5 min at 4°C) and resuspended in Krebs­Ringer buffer supplemented with 5 mM glucose. Equal amounts of cells (1 O.D. unit)
were incubated with 85 μg DyLight 594­conjugated holo­RBP for 30 m at 4°C. The cells were then washed twice in 500 μL Krebs­
Ringer buffer, resuspended in 200 μL, mounted on slides and analysed by confocal microscopy.
Co­precipitation of RBP with STRA6­GFP
All steps were carried out at 4°C. Aliquots of broken cells derived from Pichia pastoris transformed with either empty vector or
STRA6­GFP were incubated with 100 μg/mL holo­RBP for 10 min and centrifuged (12000 × g for 30 s). The supernatants were
discarded and the pellets quickly resuspended in 50 μL lysis buffer (50 mM Tris­HCl, 150 mM KCl, 10 mM β­ME, 2 mM TCEP, 1
mM PMSF, 1 × SIGMAFAST protease inhibitor cocktail; pH 7.5 at 4°C) and re­centrifuged. After discarding the supernatants, the
pellets were resuspended in 60 μL sample buffer, heated to 70°C for 10 min and centrifuged at 17,000 × g for 5 min. Samples were
run on 10% SDS­PAGE gels and transferred to PVDF membranes, which were then immunoblotted using an anti­RBP antibody, an
anti­c­Myc antibody (to detect STRA6­GFP) and an anti­actin antibody to confirm equal loading.
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Surface plasmon resonance
The surface of a sensor chip (CM5, GE Healthcare) was activated initially by mixing equal volumes (70 μL) of 400 mM
ethyl(dimethylaminopropyl)­carbodiimide and 100 mM N­hydroxysulphosuccinimide and passing 80 μL of the mixture over the
sensor surface at a flow rate of 10 μL/min. Rabbit anti­c­Myc polyclonal antibody (50 μg/mL in 10 mM NaOAc, pH 4.5) was
immobilised onto the sensor chip at a flow rate of 10 μL/min for 20 min. Rabbit anti­HA polyclonal antibody (50 μg/mL in 10 mM
NaOAc, pH 4.0) was immobilised onto the chip surface as a reference (negative control) using the same method applied to the anti­
c­Myc polyclonal antibody. The surface was then capped with 1M ethanolamine HCl, pH 8.5, for 7 min, and further cleaned with 4 ×
30 second injections of 10 mM NaOH (flow rate of 10 μL/min) removing any unbound or extraneous material. STRA6 (52.6 μg/mL,
pH 7.4) was captured on the pre­immobilised surfaces with either anti­c­Myc or anti­HA antibodies at a flow rate of 5 μL/min for 2
min. Apo­RBP or holo­RBP (219.3, 109.7, 54.8, 27.4, 13.7 and 6.9 μM) was then passed over the STRA6 surface at a flow rate of 5
μL/ min and binding responses determined. The surface was regenerated using 15 μL of 10 mM NaOH. The 54.8 mM concentration
of apo­RBP and holo­RBP was run in duplicate to check the stability of the assay and a zero concentration (using running buffer as
blank) was included for double referencing. The assay was performed in triplicate and mean values determined. Association and
dissociation phases were monitored for 4 and 10 min, respectively. All procedures were performed at room temperature. Equilibrium
data were analyzed using GraphPad Prism 5 software.
Supporting Information
S1 Fig. Purification of RBP from Pichia pastoris.
(A) Fed­batch fermentation of recombinant Pichia pastoris expressing RBP. Changes in the wet cell weight of yeast (red line) and
dissolved oxygen (blue line) are shown over time. (B) Elution profile of Ni­NTA­purified RBP on a Superdex 200, 10/300 GL column.
The void volume was determined using the elution profiles of blue dextran. (C) A PageBlue­stained 12% SDS gel showing 2 μg of
Ni­NTA­purified RBP.
doi:10.1371/journal.pone.0122293.s001
(TIF)
S2 Fig. Solubilization of STRA6­GFP by selected detergents.
Microsomes from Pichia pastoris expressing STRA6­GFP were resuspended and incubated overnight at 4°C in the following
detergents: C12E9 (1%), DDM (1%), DDM:CHS (1%:0.2%), DM (0.48%), LDAO (4.6%) and FC­12 (0.7%). Insoluble material was
removed by centrifugation (60,000 × g for 40 min at 4°C and the pellet resuspended to the original volume. The fluorescence of
STRA6­GFP in the supernatants and resuspended pellets were measured and expressed as a percentage of the total fluorescence.
doi:10.1371/journal.pone.0122293.s002
(TIF)
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